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Resumo 
 
A Hemocromatose Hereditária (MIM: 235200) é uma doença autossómica 
recessiva caracterizada pelo aumento da absorção de ferro. Esta patologia é uma das 
doenças genéticas mais comuns entre os indivíduos de origem Europeia, e na maioria 
dos casos encontra-se associada a mutações no gene HFE.  
A fim de investigar os haplótipos associados às mutações c.845 G˃A (p.C282Y), 
c.187 C˃G (p.H63D) e c.193 A˃T (p.S65C) na população Portuguesa, foram estudados 
os polimorfismos no gene HFE, -1206G˃C / -467C˃G / IVS2(+4)T>C / 
IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A / Poli-A+5C˃T. Os sete SNPs foram 
analisados num total de 151 amostras de indivíduos, homozigóticos p.C282Y (n=11), 
heterozigóticos p.C282Y (n=19), homozigóticos p.H63D (n=20), heterozigóticos 
p.H63D (n=34), heterozigóticos compostos p.C282Y/p.H63D (n=17), heterozigóticos 
p.S65C (n=6), heterozigóticos compostos p.S65C/p.H63D (n=3) e indivíduos sem 
mutações comuns HFE (n=41). Foi ainda analisada uma amostra populacional de 
origem Africana (n=27) e comparada com uma amostra populacional de origem 
Portuguesa. A associação de SNPs e haplótipos à sobrecarga de ferro foi avaliada 
recorrendo a um estudo caso/controlo: 63 indivíduos adultos com níveis elevados de 
ferritina (> 300 ng/mL) (excluindo a presença da mutação p.C282Y e sem outras causas 
conhecidas para a sobrecarga de ferro), foram comparados com um grupo de 21 
indivíduos adultos com níveis normais/baixos de ferritina (<100 ng/mL). 
Os SNPs foram genotipados por PCR-RFLP, e as análises estatísticas foram 
realizadas recorrendo aos programas Plink (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) 
e Arlequin v.3.11.  
A mutação p.C282Y foi encontrada associada aos haplótipos GCTGTGC (0,98) 
e CCTGTGC (0,02), ou apenas TTG para os polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-
44)T>C / IVS5(-47)G>A, o mesmo haplótipo descrito nas restantes populações 
Europeias. Este resultado permite concluir que, em Portugal, a principal mutação 
causadora de hemocromatose do tipo HFE tem a mesma origem da mutação p.C282Y 
na Europa. À mutação p.H63D foram associados seis haplótipos: GCCGTAC (0,51), 
CGCGTAC (0,26), GGCGTAC (0,03), CCCGTAC (0,17), CGCGTAT (0,01) e 
CCCGTGC (0,02). Se considerarmos os polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / 
IVS5(-47)G>A observam-se dois haplótipos, um idêntico ao encontrado nas restantes 
VII 
 
populações Europeias (CTA) e um segundo observado pela primeira vez numa 
população de origem Europeia (CTG). O facto de ter sido encontrado um haplótipo 
diferente associado à mutação p.H63D, sugere que a mutação p.H63D pode ter ocorrido 
uma segunda vez (mutação recorrente) na amostra populacional Portuguesa. Associados 
à mutação p.S65C (n=9) foram encontrados os haplótipos GCCGCAC (0,10), 
CCCGCAC (0,80) e CGCGCAC (0,10). Para os polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-
44)T>C / IVS5(-47)G>A, a mutação p.S65C foi encontrada associada a um haplótipo 
único CCA, semelhante ao encontrado na população Russa mas diferente do haplótipo 
CTA, encontrado numa amostra populacional Francesa (Bretanha). 
O estudo dos polimorfismos numa população Africana (n=27) e numa amostra 
populacional Portuguesa de indivíduos normais (n=21) revelou uma distribuição de 
frequências semelhante, exceto para os polimorfismos -467C˃G e IVS5(-47)G>A, com 
distribuição de frequências alélicas inversa nas duas populações. O teste exato de 
diferenciação entre as duas populações com base nas frequências alélicas (incluindo a 
mutação p.H63D) mostrou um valor p significativo (p<0,001). 
 No estudo de associação à sobrecarga de ferro, a mutação p.H63D (OR 2,75; 
p=0,012), e os alelos IVS2(+4)C (OR 3,64; p=0,003) e IVS5(-47)A (OR 0,34; p=0,002) 
foram encontrados associados positivamente à sobrecarga de ferro. Por sua vez, 
observa-se que os haplótipos CCCATGGTGC e GCCATGGTGC nos cromossomas 
normais, que incluem os alelos ancestrais IVS2(+4)T e IVS5(-47)G (sublinhados nos 
haplótipos), têm um efeito protetor relativamente à sobrecarga de ferro (0,162 e 0,155, 
respetivamente, no grupo controlo vs. 0,008 e 0,035, respetivamente, em indivíduos 
com níveis elevados de ferritina)  (p=7,13x10
-5
 e p=0,0081, respetivamente) e  o 
haplótipo GCGACGGTAC, com a mutação c.187C˃G (p.H63D) (sublinhada no 
haplótipo), está associado ao aumento da sobrecarga de ferro (0,066 no grupo controlo 
vs. 0,241 em indivíduos com níveis elevados de ferritina) (p=0,015). 
 
Palavras-chave: Hemocromatose Hereditária; HFE; p.C282Y; p.H63D; p.S65C; 
Portugal; África; Sobrecarga de ferro; Haplótipo; SNP. 
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Abstract 
 
Hereditary Hemochromatosis (MIM: 235200) is an autosomal recessive disease 
characterized by increased iron absorption. This pathology is one of the most common 
genetic diseases among individuals of European origin, and in most cases is associated 
with mutations in the HFE gene. 
In order to investigate haplotypes associated with the major HFE mutations 
c.845 G˃A (p.C282Y), c.187 C˃G (p.H63D) and c.193 A˃T (p.S65C) in the Portuguese 
population, the following intragenic polymorphisms were studied: -1206G>C / -
467C>G / IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A / Poli-A 
+5C>T. The seven SNPs were analyzed in a total of 151 samples from individuals 
homozygous p.C282Y (n=11), heterozygous p.C282Y (n=19), homozygous p.H63D 
(n=20), heterozygous p.H63D (n=34), compound heterozygous p.C282Y/p.H63D 
(n=17), heterozygous p.S65C (n=6), compound heterozygous p.S65C/p.H63D (n=3) 
and 41 individuals without these common HFE mutations. A population sample from 
African origin (n=27) was further examined and compared with a sample of Portuguese 
origin. The association of SNPs and haplotypes whit iron overload was evaluated using 
a case/control model: 63 adults with elevated serum ferritin levels (> 300 ng mL) 
(excluding carriers for the p.C282Y mutation and no other known causes for iron 
overload), were compared with a group of 21 healthy adults with normal/low ferritin 
levels (<100 ng / ml). 
The SNPs were genotyped by PCR-RFLP, and statistical analyzes were 
performed using the programs Plink (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) and 
Arlequin v.3.11. 
Mutation p.C282Y was found associated with haplotypes GCTGTGC (0.98) and 
CCTGTGC (0.02), or TTG for the polymorphisms IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / 
IVS5(-47)G>A, the same haplotype that has been described in other European 
populations. This result shows that in Portugal, the main haemochromatosis HFE 
mutation has the same origin of the remaining mutation p.C282Y in Europe. For  
p.H63D mutation six haplotypes were found: GCCGTAC (0.51), CGCGTAC (0.26), 
GGCGTAC (0.03), CCCGTAC (0.17), CGCGTAT (0.01) and CCCGTGC (0.02). 
Considering polymorphisms IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A, two 
haplotypes were observed, one identical to that found in other European populations 
(CTA) and a second observed for the first time in a population from European origin 
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(CTG). This different haplotype found associated with mutation p.H63D, suggests that 
mutation p.H63D may have occurred a second time (recurrent mutation) in the 
Portuguese population sample. Associated with mutation p.S65C (n=9) four haplotypes 
GCCGCAC (0.10), CCCGCAC (0.80) and CGCGCAC (0.10) were found. Regarding 
polymorphisms IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A, the mutation p.S65C 
was found associated with a single haplotype (CCA), similar to the one found in the 
Russian population but different from the CTA haplotype found in a French population 
sample (Brittany). 
The study of polymorphisms in the African population (n=27) and Portuguese 
population in a sample of normal subjects (n=21) showed a similar frequency 
distribution except for polymorphisms -467C>G and IVS5(-47)G>A that show inverse 
allele frequencies distribution in the two populations. The exact test of differentiation 
between the two populations based on allele frequencies (including the mutation 
p.H63D) showed a significant p-value (p<0.001). 
In the association study to iron overload, p.H63D mutation (OR 2.75, p = 0.012), 
and alleles IVS2(+4)C (OR 3.64, p = 0.003) and IVS5(-47)A (OR 0.34, p = 0.002) were 
found positively associated with iron overload. Regarding haplotypes it was observed 
that CCCATGGTGC and GCCATGGTGC haplotypes in normal chromosomes, that 
include the ancestral alleles IVS2(+4)T and IVS5(-47)G (underlined in haplotypes) 
have a protective effect on the iron overload (0.162 and 0.155, respectively, in the  
control group vs. 0.008 and 0.035, respectively, in subjects with elevated levels of 
ferritin) (p = 7,13 x10
-5
 and p = 0.0081, respectively). Haplotype GCGACGGTAC with 
the mutation c.187C>G (p.H63D) (underlined in the haplotype) is associated with 
increased iron overload (0.066 in control group vs. 0,241 in individuals with elevated 
levels of ferritin) (p = 0.015). 
 
 
KeyWords: Hereditary Hemochromatosis, HFE; p.C282Y; p.H63D; p.S65C; Portugal; 
Africa; Iron overload; Haplotype; SNP. 
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No início do século XIX, foi relatado o primeiro caso de hemocromatose por 
Trousseau e Troisier caraterizado por diabetes mellitus, cirrose hepática e 
hiperpigmentação da pele, sendo a causa destes sintomas a acumulação de ferro em 
diferentes órgãos do corpo (Cançado et al., 2010). No entanto, o reconhecimento da 
doença foi apenas realizado em 1889 por Von Recklinghausem que utilizou pela 
primeira vez o termo “hemocromatose” (do grego haima = sangue e chromatos = cor) 
(Cançado et al., 2010). Os avanços relativos ao entendimento pormenorizado da 
transmissão genética e bases moleculares desta patologia começaram a surgir nos anos 
1970 e 1980, por Simon e seus colaboradores (Cançado et al., 2010; Simon et al.,1987). 
A doença tem transmissão autossómica recessiva e é caracterizada por uma híper-
absorção do ferro na dieta, o que leva a uma sobrecarga de ferro com aumento da 
saturação de transferrina e da concentração da ferritina sérica (Bento et al., 2000). Esta 
patologia é geralmente diagnosticada após os 40 anos, com exceção das formas juvenis, 
e manifesta-se clinicamente com hiperpigmentação cutânea, diabetes mellitus, 
hepatomegalia, fadiga, dor abdominal, alteração das funções hepáticas, hipotireoidismo, 
artropatia, impotência nos homens, entre outros sintomas, devido à alteração dos 
processos metabólicos do ferro (Martinelli, 2011). A sobrecarga de ferro faz com que o 
organismo se torne incapaz de aumentar a sua excreção causando a sua acumulação em 
órgãos vitais como o fígado, o coração e o pâncreas, comprometendo as suas funções 
(Cançado et al., 2010; Martinelli, 2011; Potekhina et al., 2005). No entanto o ferro é um 
elemento essencial na maioria dos processos fisiológicos do organismo humano, 
desempenhando uma função central no metabolismo energético celular (Cançado et al., 
2010). 
A Hemocromatose Hereditária (HH) pode ser classificada em i) hemocromatose 
ligada ao gene HFE; e ii) hemocromatose não associada ao gene HFE, nas quais se 
incluem a hemocromatose juvenil, associada a mutações nos genes HAMP (hepcidina) e 
HJV (hemojuvelina), a hemocromatose associada ao gene TFR2 (recetor-2 da 
transferrina) e a hemocromatose associada ao gene SCL40AI (ferroportina) (Figura 1; 
Tabela 1) (Martinelli, 2011). 
Não sendo esta patologia incurável, pode ser tratada facilmente por flebotomia, em 
tratamentos que podem variar de semanas a meses, dependendo da quantidade de ferro 
presente no organismo do doente (Cançado et al., 2010). 
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Tabela 1 - Classificação da hemocromatose hereditária segundo a OMIM (Online 
Mendelian Inheritance in Man; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
 
Patologia 
Classificação 
OMIM 
Gene 
envolvido 
Proteína 
Posição 
cromossómica 
Transmissão Prevalência 
HH tipo 1 235200 HFE HFE 6p22.2 
Autossómica 
Recessiva 
Comum 
HH tipo 2 
608374 HJV Hemojovelina 1q21.1 
Autossómica 
Recessiva 
Rara 
606484 HAMP Hepcidina 19q13.12 
Autossómica 
Recessiva 
Rara 
HH tipo 3 604250 TFR2 
Transferrina- 
recetor 2 
7q22.1 
Autossómica 
Recessiva 
Rara 
HH tipo 4 606069 SLC40AI Ferroportina 2q32.2 
Autossómica 
Dominante 
Rara 
 
 
Figura 1 - Classificação da Hemocromatose Hereditária nos seus vários tipos. 
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A forma mais frequente (80-85%) (Martinelli, 2011) de hemocromatose hereditária 
nas populações de origem Europeia encontra-se associada ao gene HFE, afetando 
aproximadamente 1:300 indivíduos no norte da Europa (Bento et al.,2000), 1 em cada 
200-400 caucasianos (Couto et al., 2003). A hemocromatose hereditária não associada 
ao gene HFE (10-15%) pode ser encontrada em várias partes do mundo, 
independentemente das etnias. A forma mais comum de hemocromatose não associada 
ao gene HFE, é a hemocromatose hereditária autossómica recessiva, por mutação no 
recetor-2 da transferrina - TFR2 (Tabela 1), que ocorre em caucasianos e não 
caucasianos de ambos os sexos e está principalmente descrita na população Italiana 
(Martinelli, 2011). 
 
      1.1 Hemocromatose associada a mutações no gene HFE 
Em 1996, Feder e seus colaboradores conseguiram localizar o gene responsável pela 
maioria dos casos diagnosticados de hemocromatose hereditária, atribuindo a este a 
sigla de HFE (Feder et al., 1996). O gene HFE está localizado no braço curto do 
cromossoma 6 (6p21.3) (Figura 2). Este gene codifica a síntese de uma glicoproteína 
com 348 aminoácidos, homóloga do HLA (histocompatibility class I-like protein) 
designada por HFE. Esta proteína vai ligar-se com a β2-microglobulina para 
processamento e atingir a superfície celular (Feder et al., 1996). Pensa-se que a função 
da proteína HFE é participar na absorção de ferro em vários tipos de células regulando a 
afinidade do recetor da transferrina com a transferrina (Martinelli, 2011). A proteína 
intervém também na regulação da exportação de ferro mediado pela hepcidina em 
macrófagos, enterócitos e hepatócitos (Mikhailova et al., 2010).  
 
 
Figura 2: Localização do gene HFE no cromossoma 6 (6p21.3). 
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As duas primeiras mutações no gene HFE a serem identificadas, por serem mais 
frequentes, foram a mutação c.845G>A (p.C282Y), no exão 4, e a mutação c.187C>G 
(p.H63D), no exão 2 (Spínola et al., 2011). Mais tarde, foi descoberta a terceira mutação 
HFE, c.193A>T (p.S65C) também localizada no exão 2 (Couto et al., 2003). 
A maioria dos doentes com hemocromatose associada ao gene HFE são 
homozigóticos para a mutação p.C282Y. Cerca de 90% dos cromossomas de doentes 
com hemocromatose são portadores da mutação p.C282Y. A mutação p.C282Y quebra 
uma ligação dissulfúrica no domínio α3 da proteína, o que prejudica a sua ligação à β2-
microglobulina bem e o seu normal processamento (Feder et al., 1996). Os indivíduos 
com a mutação p.C282Y em homozigotia mostram elevados níveis de ferritina no soro, 
desenvolvendo manifestações clínicas em idade tardia como consequência da 
sobrecarga de ferro, lesões de órgãos como por exemplo, o pâncreas, o fígado e o 
coração (Martinelli, 2011).  
Os cromossomas de doentes com hemocromatose não associada à mutação p.C282Y 
são caracterizados por uma elevada prevalência da variante p.H63D (40-70% em 
cromossomas de doentes com HH sem mutação p.C282Y versus 14%-20% em 
cromossomas de indivíduos normais), bem como da variante c.193A>T (p.S65C) (7,2% 
em cromossomas de doentes com HH sem mutação c.845A ou c.193T versus 2,5% em 
cromossomas normais) (Feder et al., 1996; Beutler et al.; 1997; Mura et al., 1999). 
 Tem sido evidenciada a baixa penetrância dos genótipos p.H63D/p.H63D, 
p.C282Y/p.S65C e p.C282Y/p.H63D ou p.S65C/p.H63D e a sua associação a formas 
mais suaves de sobrecarga de ferro, em comparação com doentes com o genótipo 
homozigótico p.C282Y/p.C282Y (Feder et al., 1996; Beutler et al.; 1997; Mura et al., 
1999; Yang et al., 2011). 
Estudos populacionais com indivíduos de origem Europeia dos Estados Unidos da 
América e Austrália, mostram que na população geral a frequência de homozigóticos 
p.C282Y varia de 0,2% a 0,7% e de heterozigóticos entre 7% a 14% (Cançado et al., 
2010). Relativamente à frequência da mutação p.C282Y verifica-se que os países do 
Norte da Europa mostram frequências mais elevadas do que os países do sul da Europa 
(Tabela 2). No que diz respeito à mutação p.H63D, esta é mais frequente, sendo a sua 
prevalência em homozigotia de 2,5% a 3,6%, e em heterozigotia entre 15% e 40%. 
(Cançado et al., 2010). A mutação p.H63D mostra assim frequências mais elevadas nas 
diferentes regiões da Europa (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Distribuição de frequências para as mutações p.C282Y, p.H63D do gene 
HFE em diferentes populações Europeias e em diversas regiões de Portugal. 
 
 
País Região N 
Frequência 
p.C282Y 
Frequência 
p.H63D 
Referência 
Irlanda 
Dublin 109 0,142 0,160 Ryan et al., 1998 
Belfast 434 0,099 0,141 Murphy et al.,1998 
Reino 
Unido 
Aberdeen 242 0,084 0,157 
Miedzbrodka et al., 
1999 
Sul de 
Wales 
101 0,059 - 
The UK 
Haemochromatosis 
Consortium, 1997 
Noruega Oslo 509 0,078 - Distante et al.,1999 
Hungria East 308 0,026 - Szakony et al.,1999 
Finlândia Western 173 0,052  Beckman et al.,1997 
Espanha 
Galicia 50 0,050 0,230 Soto et al.,2000 
Barcelona 485 0,030 - Sanchez et al.,2001 
Baleares 
(Minorca) 
167 0,012 0,275 Guix et al.,2002 
França 
Finistére 
Sud 
254 0,094 0,169 Jézéquel et al.,1998 
Lille 101 0,040 - Lucotte et al.,1998 
Biarritz 
(Basques) 
92 0,016 - Mercier et al.,1998 
Itália Torino 139 0,011 - Piperno et al.,1998 
Portugal 
Norte 129 0,058 0,194 Cardoso et al.,2001 
Centro 130 0,046 0,200 Cardoso et al.,2001 
Lisboa 133 0,030 0,150 Cardoso et al.,2001 
Alentejo 132 0,023 0,182 Cardoso et al.,2001 
Algarve 116 0,023 0,168 Cardoso et al.,2001 
Almada 281 0,021 0,172 Bento et al., 2000 
Ilha 
Terceira 
218 0,021 0,176 Couto et al.,2003 
Ilha da 
Madeira 
54 0,033 0,205 Spínola et al., 2011 
 
 
Em Portugal continental, Bento et al. (2000) no seu estudo realizado na região 
centro do país (concelho de Almada), encontrou a mutação p.C282Y com uma 
frequência de 2,1% e a mutação p.H63D com 17,2%. Cardoso et al. (2011) analisou 
cinco diferentes regiões do país (Norte, Centro, Lisboa, Alentejo e Algarve) tendo 
verificado que a mutação p.C282Y, à semelhança do que acontecia na Europa, mostra 
um decréscimo na sua frequência de Norte para Sul do país (Tabela 2).  
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Na Ilha Terceira no Arquipélago dos Açores, foi analisada a frequência das três 
principais mutações do gene HFE, tendo sido demonstrado que, tal como noutros países, 
a mutação p.H63D é mais frequente (Tabela 2) (Couto et al., 2003). Na Ilha da Madeira, 
os resultados mostram concordância com os estudos anteriormente descritos (Spínola et 
al., 2011) (Tabela 2). 
Na África do Norte, na parte Oriental da Europa e no Médio Oriente, a frequência 
de indivíduos com mutações do gene HFE é mais baixa, e em populações Asiáticas, 
Africanas ou Afrodescendentes das Américas Central e do Sul é praticamente 
inexistente (Barton et al., 2001; Cançado et al., 2010).  
As mutações no gene HFE, salvo algumas exceções, não são causa do aumento da 
sobrecarga de ferro em Africanos (Afro-americanos). No entanto, quando surgem casos 
de hemocromatose em Africanos ligada ao gene HFE, estes são normalmente 
heterozigóticos para a mutação p.C282Y ou para a mutação p.H63D, e muito raramente 
surgem casos homozigóticos p.C282Y ou p.H63D, ou heterozigóticos compostos 
p.C282Y/p.H63D (Barton et al., 2001).  
 
      1.2 A origem da mutação HFE p.C282Y 
  
A distribuição das frequências da principal mutação HFE p.C282Y na Europa, bem 
como os haplótipos associados, têm vindo a ser muito estudados, tendo em vista 
esclarecer a origem provável desta mutação. Existem duas hipóteses principais, ambas 
apontando para uma origem no Norte da Europa: a primeira sugere que a mutação 
p.C282Y teve origem Celta, e uma segunda hipótese defende que a mutação surgiu na 
população Viking (Lucotte e Dieterlen, 2003; Whittington, 2006).   
Lucotte e Dieterlen (2003) analisaram as frequências da mutação p.C282Y em 63 
populações Europeias, e concluíram que as frequências mais elevadas são observadas 
em populações de origem Celta da Irlanda, Reino Unido e França, sendo também 
observadas frequências elevadas na Escandinávia. Os autores consideraram estas 
frequências consistentes com uma origem Celta da mutação p.C282Y, a qual terá sido 
depois disseminada durante a idade do ferro pelas migrações Celtas na Europa (Lucotte 
e Dieterlen, 2003). No entanto, o estudo haplotípico realizado no mesmo trabalho 
sugere uma origem da mutação p.C282Y coincidente com a expansão Viking e não com 
a expansão Celta (Lucotte e Dieterlen, 2003). 
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Há ainda quem sustente que a mutação teve origem Celta na Irlanda tendo sido 
depois espalhada por toda a Europa principalmente através das migrações Vikings 
(Whittington, 2006). 
 
1.3  Polimorfismos e haplótipos do gene HFE 
 
Foram descritos diversos polimorfismos intragénicos no gene HFE, nomeadamente 
duas substituições pontuais na região 5’-UTR, -1206C>G e -464C>G, quatro 
substituições pontuais nas regiões intrónicas, IVS2(+4)T>C, IVS4(+48)G>A, IVS4(-
44)T>C e IVS5(-47)G>A, e uma substituição na região 3’-UTR Poli-A+5 C>T, que têm 
vindo a ser utilizados em estudos haplotípicos tendo em vista clarificar a origem das três 
mutações comuns HFE p.C282Y, p.H63D e p.S65C (Mikhailova et al.; 2010; Rochette 
et al., 1999; Yang et al., 2011). 
Relativamente à mutação c.845G>A (p.C282Y), a mais associada à prevalência da 
hemocromatose em populações Europeias, os  estudos de haplótipos sugerem que esta 
mutação teve uma origem única (Feder et al., 1996; Jazwinska et al.; 1996; Mura et al.; 
1997). Diversos estudos para os polimorfismos IVS2(+4)T>C, IVS4(-44)T>C e IVS5(-
47)G>A  mostram a mutação p.C282Y associada a um único haplótipo TTG, sugerindo 
uma origem única comum (Beutler e West, 1997; Rochette et al.; 1999; Mikhailova et 
al., 2010; Yang et al., 2011). Por outro lado, verificou-se que esta mutação ocorre num 
haplótipo que se estende por ≤6000Mb o que sugere que surgiu nos últimos 2000 anos 
(Rochette et al., 1999). 
No entanto, em populações de origem Asiática além do haplótipo TTG foi também 
encontrado o haplótipo CTG associado a mutações p.C282Y (Rochette et al., 1999). O 
locus IVS2(+4) dista do nucleótido c.282 cerca de 1,8kb, e tem sido observado que esta 
região genómica é caracterizada por ausência de recombinação em particular entre os 
genes HFE e HLA-A. Assim, este novo haplótipo associado à mutação p.C282Y em 
populações Asiáticas foi interpretado como indicação de que existiu uma substituição 
c.845G>A nas populações Asiáticas independente da que ocorreu na Europa (Rochette 
et al. 1999).    
A mutação c.187C>G (p.H63D) tem sido encontrada em populações Europeias 
associada ao haplótipo CTA para os polimorfismos IVS2(+4)T>C, IVS4(-44)T>C e 
IVS5(-47)G>A (Beutler e West, 1997; Rochette et al., 1999; Mikhailova et al., 2010; 
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Yang et al., 2011). O estudo de Rochette et al. (1999) também identificou na população 
Asiática do Sri Lanka a mutação p.H63D associada a três haplótipos novos, TTG, TTA 
e CTG, concluindo de igual forma que esta mutação surgiu na população do Sri Lanka 
de forma independente da mutação Europeia. 
Mais recentemente, Mikhailova et al. (2010), estudou a distribuição dos mesmos 
polimorfismos na população da Rússia em cromossomas p.C282Y, p.H63D e p.S65C. 
Neste estudo, de oito possíveis variantes haplotípicas, conseguiram identificar quatro, 
TTG, TTA, CTA, CCA, estando cada uma das mutações, p.C282Y, p.H63D e p.S65C, 
associadas a um único haplótipo, TTG, CTA e CCA, respetivamente. Estes resultados 
então em conformidade com os resultados obtidos em estudos anteriores nas populações 
de origem Europeia. 
Yang et al. (2011), num estudo realizado numa população Francesa da Bretanha, 
estendeu a análise haplotípica ao adicionar dois novos polimorfismos, -467C>G e 
IVS4(+48)G>A, aos até agora descritos. Relativamente aos polimorfismos analisados 
previamente, continuaram a encontrar associados às mutações p.C282Y, p.H63D e 
p.S65C, os mesmos haplótipos TTG, CTA, e CCA, respetivamente. Considerando os 
dois novos polimorfismos -467C>G e IVS4(+48)G>A, foi observado apenas um único 
haplótipo associado à mutação p.C282Y  [CTGTG] considerando a totalidade da 
sequência polimórfica estudada  -467C>G / IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-
44)T>C / IVS5(-47)G>A, apontando assim para uma origem única desta mutação em 
populações Europeias. Relativamente à mutação p.H63D foram encontrados dois 
haplótipos, CCGTA (79,8%) e GCGTA (20,2%), que divergem para o polimorfismo na 
região promotora -467C>G. A existência destes dois haplótipos para a mutação 
p.H63D, foi interpretada pela ocorrência de uma substituição -467C>G na sequência 
haplotípica CCGTA original onde surgiu a mutação p.H63D  (Yang et al., 2011). A 
mutação p.S65C foi encontrada associada ao haplótipo CCGTA. Nenhuma das 
mutações p.C282Y, p.H63D ou p.S65C foi observada no mesmo cromossoma. 
No trabalho de Yang et al. (2011) foi ainda feita a análise da associação dos 
polimorfismos estudados à sobrecarga de ferro, o que permitiu concluir que os alelos -
467G e IVS5(-47)A estão associados ao aumento da concentração de ferro, e que o 
haplótipo CTGTG em cromossomas não mutados tem um efeito protetor (Yang et al. 
2011). 
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1.4 Objetivos do trabalho 
 
Este trabalho teve como objetivo principal analisar a distribuição haplotípica 
associada às mutações mais comuns do gene HFE (p.C282Y, p.H63D e p.S65C), bem 
como aos cromossomas normais, em indivíduos de naturalidade Portuguesa, a maioria 
da região centro do país, recorrendo a polimorfismos localizados no gene HFE. 
 
Neste sentido, tivemos como objetivos específicos: 
- Estabelecer os haplótipos associados a cada uma das mutações HFE recorrendo 
aos polimorfismos intragénicos -1206C>G, -464C>G, IVS2(+4)T>C, IVS4(+48)G>A, 
IVS4(-44)T>C e IVS5(-47)G>A e Poli-A+5 C>T; 
- Comparar a distribuição haplotípica associada às mutações HFE na população 
Portuguesa com a descrita noutras populações Europeias (e outras); 
- Inferir acerca da origem das mutações HFE encontradas na população 
Portuguesa; 
- Comparar a distribuição haplotípica HFE nos cromossomas normais da 
população Portuguesa com outras populações Europeias e com uma população Africana 
(República da Guiné) estudada para o efeito. 
 
Adicionalmente, pretendeu-se analisar em doentes de naturalidade Portuguesa a 
associação de mutações comuns HFE, polimorfismos intragénicos HFE e respetivos 
haplótipos, à sobrecarga de ferro, medida através dos níveis de ferritina. 
 
 
  
 
 
 
 
 
II. Material e Métodos 
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2.1 Amostra populacional 
 
 A amostra analisada neste estudo consistiu em 129 doentes com hemocromatose 
cedidas pelo Serviço de Hematologia do Centro Hospitalar de Coimbra (CHC). Este 
conjunto de amostras foi previamente estudado molecularmente para as mutações 
associadas à sobrecarga de ferro no gene HFE e incluía: 11 homozigóticos p.C282Y, 19 
heterozigóticos p.C282Y, 20 homozigóticos p.H63D, 27 heterozigóticos p.H63D, 17 
heterozigóticos compostos p.C282Y/p.H63D, seis heterozigóticos p.S65C, três 
heterozigóticos compostos p.S65C/p.H63D e 27 amostras de doentes com 
hemocromatose (com ferritinas superiores a 300 ng/mL) mas sem mutações 
identificadas no gene HFE. Foram ainda analisadas 21 amostras aleatórias de indivíduos 
com ferritinas normais (<100 ng/mL) e 27 amostras de indivíduos de origem Africana 
naturais da República da Guiné, num total de 178 amostras. 
Para o estudo caso/controlo, foram usadas as amostras descritas anteriormente, 
nomeadamente, 22 amostras aleatórias, sem a mutação p.C282Y, com ferritinas normais 
(<100 ng/mL) para o estudo do controlo (n=22), e 27 amostras de doentes com 
hemocromatose (˃300 ng/mL) mas sem mutações identificadas no gene HFE e 36 
amostras com hemocromatose mas sem a mutação p.C282Y, em que o nível de ferritina 
era superior a 300 ng/mL para o estudo do caso (n=63). 
 As amostras foram utilizadas após a obtenção do consentimento informado para a 
realização de estudos genéticos. 
 
2.2 Regiões do gene estudadas 
 
 Foi realizada a genotipagem de sete polimorfismos intragénicos do gene HFE, 
previamente descritos noutros estudos (Mikhailova  et al., 2010; Rochette et al., 1999; 
Yang et al., 2011). A Figura 3 esquematiza a localização dos polimorfismos analisados: 
dois encontram-se localizados na região 5’-UTR [-1206C>G e -464C>G], quatro estão 
localizados em regiões intrónicas [IVS2(+4)T>C, IVS4(+48)G>A, IVS4(-44)T>C e 
IVS5(-47)G>A] e um está localizado na região 3’-UTR [Poli-A+5C>T].  
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Figura 3 - Distribuição no gene HFE dos polimorfismos estudados neste trabalho, 
assim como as mutações p.C282Y, p.H63D e p.S65C. 
 
2.3 Métodos laboratoriais 
 
 A genotipagem dos polimorfismos nas amostras de DNA genómico previamente 
extraído a partir de sangue periférico dos doentes e indivíduos saudáveis foi realizada 
no laboratório de Genética do Centro de Investigação em Antropologia e Saúde (CIAS), 
com exceção da eletroforese capilar para sequenciação automática efetuada no 
laboratório de Hematologia do Hospital Pediátrico de Coimbra. 
 
2.3.1 Amplificação por Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 A amplificação das regiões do gene HFE nas amostras de DNA que inclui os 
polimorfismos intragénicos foi efetuada recorrendo à técnica de biologia molecular 
designada por PCR. O protocolo utilizado para a realização das reações de PCR, é 
mostrado Tabela 3. 
Para a análise de cada um dos polimorfismos, foram usados primers anteriormente 
descritos (Mikhailova et al., 2010; Rochette et al. 1999; Yang et al., 2011) (Tabela 4). 
 
 
 
 
Material e Métodos 2013 
 
14  
 
Tabela 3 - Protocolo utilizado para a realização das reações de PCR. 
Soluções Volume por tubo (µl) 
H20 13,9 
Tampão 5x 5 
MgCl2 (25mM) 3 
dNTPs (10mM cada) 0,5 
Primer D (100 ng/µl) 0,5 
Primer R (100 ng/µl) 0,5 
Taq polymerase (5 U/µl) 0,1 
DNA genómico 1,5 
Volume total 25 
 
Tabela 4 - Polimorfismos e respetivos primers e temperatura de hibridação. 
 
SNP 
T. 
hibridação 
(ºC) 
Sequência dos primers 
Tamanho 
dos 
fragmentos 
(pb) 
 
Ref 
-1206G˃C 54 D-5’ -GATCCTTTAACCGAGGAGAT -3’ 
R-5’-CACTGGCCCACCTAAAT-3’ 
567 Rochette et 
al. , 1999 
-467C˃G 60 D-5’-AAAGTTTGTGAAACACTTGTCAGA-3’ 
R-5’- GCTTCGCAATGTTCTGATCT-3’ 
250 Yang et al., 
2011 
IVS2(+4)T˃C 58 D-5’-GCTACGTGGATGACCAGCTGTACG-3’ 
R-5’-CAGCTGTTTCCTTCAAGATGCAT-3’ 
267 Mikhailova 
et al., 2010 
IVS4(+48)G˃A 60 D-5’-ACCAGGGCTGGATAACCTTGG-3’ 
R-5’-GACTAGGGTGCCAGACGGTGA-3’ 
286 Yang et al., 
2011 
IVS4(-44)T˃C 60 D-5’-ACCAGGGCTGGATAACCTTGG-3’ 
R-5’-GACTAGGGTGCCAGACGGTGA-3’ 
286 Mikhailova 
et al., 2010 
IVS5(-47)G˃A 54 D-5’-TTTCCAGATGAGAGATAATGGTTCT-3’ 
R-5’-TGGGGAAATCTTTTTGAGGA-3’ 
360 Mikhailova 
et al. ,2010 
Poli-A+5 C˃T 54 D-5’-AAAGCTGTTATTTAATTAGCCAGTGA-3’ 
R-5’-AAATGTCTCCAAAATGACAAAGC-3’ 
187 Rochette et 
al., 1999 
 
As amplificações foram realizadas num termociclador 2720 Thermal Cycler 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) com o seguinte programa: desnaturação 
inicial durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de: desnaturação a 95ºC durante 45 
segundos; ligação dos primers (à temperatura indicada na Tabela 6) durante 45 
segundos; extensão da cadeia de DNA a 72ºC durante 1 minuto. No final foi efetuado 
uma extensão a 72ºC durante 10 minutos. 
O produto de PCR (4µl de amostra) foi depois visualizado por eletroforese em gel 
de agarose 1,5% com Brometo de Etídio (concentração final 0,5µg/mL), permitindo 
confirmar o sucesso da amplificação à luz ultravioleta. Em cada uma das amplificações 
realizadas, foi usado um controlo negativo de modo a excluir possíveis contaminações. 
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2.3.2 Digestão por enzimas de restrição 
 
Após a obtenção do produto amplificado, recorreu-se à digestão com endonucleases 
de restrição para a genotipagem dos polimorfismos de DNA. Esta técnica, 
correntemente conhecida por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 
permite visualizar a diferença entre fragmentos de DNA após amplificação por PCR, 
analisando os padrões de digestão resultantes da ação das enzimas de restrição. Alelos 
diferentes por substituição de bases nucleotídicas determinam padrões de restrição 
diferentes devido a perda ou ganho de locais de corte e assim fragmentos de PCR de 
indivíduos com genótipos diferentes originam fragmentos com tamanhos diferentes 
após digestão com uma endonuclease de restrição apropriada.  
 A Tabela 5 mostra as enzimas de restrição utilizadas na genotipagem de cada um 
dos SNPs, bem como a temperatura ótima de digestão utilizada e os fragmentos 
resultantes da ação enzimática de acordo com o tipo de alelo. 
A mutação c.845G>A (p.C282Y) no exão 4,  foi pesquisada na população 
Portuguesa e na população Africana, recorrendo à enzima de restrição RsaI (Tabela 6).  
As mutações c.187C>G (p.H63D) e c.193A> T (p.S65C) no exão 2 foram 
pesquisadas na população Africana recorrendo às enzimas de restrição MboI e HinfI, 
respetivamente, (Tabela 6) após amplificação do fragmento  com os primers direto 5’-
TACGTGGATGACCAGCTGTACG-3’ e reverso, 5’CAGCTGTTTCCTTCAAGATGCAT-3’ 
As condições utilizadas para a realização da digestão foram as indicadas pelo 
fabricante e resumidamente consistiram na adição de 0,5 unidades de enzima de 
restrição a 0,5 ul de DNA amplificado, em tampões do fabricante (concentração final 
1x) num volume total de 5 µl. Sempre que necessário foi incluído BSA na reação numa 
concentração final 0,1x. A temperatura e duração de incubação foi realizada de acordo 
com as recomendações do fabricante e constam da Tabela 5. 
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Tabela 5 - Polimorfismos e respetivas enzimas de restrição, temperaturas ótimas para 
digestão e tamanhos dos fragmentos obtidos, na digestão das amostras a analisar. 
 
 
Polimorfismos Enzimas de 
restrição 
Temperatura 
de digestão 
(ºc) 
Duração 
incubação 
Tamanho dos 
fragmentos 
(pb) 
-1206G˃C BbvI 37º 1 hora G: 511, 56 
C: 567 
-467C˃G HpyCH4IV 37º 16 horas C: 201, 49 
G:  250 
IVS2(+4)T˃C RsaI 37º 16 horas T: 246, 21 
C: 170, 76, 21 
IVS4(+48)G˃A MseI 37º 16 horas G: 238, 48 
A: 148, 90, 48 
IVS4(-44)T˃C HaeIII 37º 16 horas T: 213, 73 
C: 142, 73, 71 
IVS5(-47)G˃A NlaIV 37º 16 horas G: 208,102,50 
A: 208,152 
Poli A+5 C˃T RsaI 37º 16 horas T: 187 
C: 100, 87 
 
Tabela 6 - Polimorfismos e respetivas enzimas de restrição, temperaturas ótimas para 
digestão e tamanhos dos fragmentos obtidos, na digestão das amostras Africanas para 
pesquisa das mutações c.187C>G (p.H63D), c.193A>T (p.S65C) e c.845G>A 
(p.C282Y). 
 
 
Mutação Enzimas de 
restrição 
Temperatura 
de digestão (ºc) 
Duração 
Incubação 
Tamanho dos 
fragmentos (pb) 
c.187C>G 
(p.H63D) 
MboI 37º 16 hora C: 136,99,32 
G: 136, 131 
c.193A>T 
(p.S65C) 
HinfI 37º 16 horas A: 151,69,41,6 
C: 151, 110, 6 
c.845G>A 
(p.C282Y) 
RsaI 37º 16 horas A: 232,29,25 
G: 261,25 
 
 
2.3.2.1- Visualização dos fragmentos de DNA após digestão 
 
 
A separação dos fragmentos resultantes da digestão foi efetuada por eletroforese em 
gel de agarose ou em gel de policrilamida horizontal, de acordo com a diferença de 
tamanho dos fragmentos obtidos.  
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Para a visualização dos fragmentos cuja diferença de tamanhos é superior a cerca 
de 50 pb foi utilizada a eletroforese em gel de agarose a 2%, com Brometo de Etídio 
(concentração final 0,5µg/mL) usando a totalidade do produto digerido. Os resultados 
foram visualizados à luz ultravioleta; 
 
Tabela 7 - Componentes do gel de agarose para separação dos fragmentos de restrição. 
 
Gel de agarose (2%) 
1g de Agarose 
50 ml de tampão TBE 0,5x 
2µl de Brometo de Etídio 
(10mg/mL) 
 
 Para a visualização dos fragmentos cuja diferença de tamanhos é inferior a cerca de 
50 pb foi utilizada eletroforese horizontal em gel de policrilamida, a 6%, 8% ou 10%, 
consoante o tamanho dos fragmentos. Foi utilizado um sistema de tampões descrito por 
Luis e Caeiro (1995): tampão do gel 0,375 M Tris/HCl (pH 8,8) e tampão das pontes 
0,125 M Tris/Glicina (pH 8,8). Foi aplicado um volume de 2µl de produto digerido, e a 
electroforese decorrido durante aproximadamente duas horas a 100V, usando-se para 
controlo da migração o corante azul de bromofenol.  
A visualização da digestão dos fragmentos de DNA, no caso da utilização do gel 
de policrilamida, foi feita por coloração com nitrato de prata de acordo com os seguintes 
passos: 
1- Etanol a 10%, durante 10 minutos; 
2- Solução de ácido nítrico 1%, durante cinco minutos; 
3- Lavagem do gel em água destilada, por duas vezes, 30 segundos cada lavagem; 
4- Nitrato de prata 0,2%, durante 20 min; 
5- Lavagem do gel em água destilada, por duas vezes, 30 segundos cada lavagem; 
6- Carbonato de Sódio 0,28M (9 gramas para 300 ml de água destilada), com 60 
µl de formaldeído 37%, (dividir por três lavagens); 
7- Ácido acético 10%, 30 segundos; 
8- Lavagem rápida com água destilada 
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A identificação dos alelos em cada uma das digestões, foi feita com base no seu 
peso molecular, e comparado com um marcador de peso molecular, aplicado no gel. 
 
2.3 – Sequenciação 
 
Pelo menos uma amostra de cada um dos genótipos para os diferentes 
polimorfismos foi sequenciada utilizando o método de Sanger (Sanger et al. 1977). Foi 
utilizado o kit BigDye Terminator v.1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA). Para cada amostra foi preparada uma solução de 10 µL contendo 2 µL 
de produto de PCR após purificação com a enzima ExoSap (2 µL de produto de PCR + 
0,5 uL de ExoSap-IT (USB, Cleveland, OH, USA), a 37ºC durante 15 minutos ao fim 
dos quais a reacção foi para da 80ºC durante 15 min), 1 µL de solução BigDye, 0,5 µL 
de primer (direto ou reverso; 100 ng/uL). O volume final foi colocado num 
termociclador e a reação de sequenciação decorreu nas seguintes condições: 
desnaturação inicial a 96ºC durante 5 min seguida de 25 ciclos de desnaturação a 96ºC 
durante 20 seg e annealing dos primers e extensão a 60ºC durante 2 min. Após a reação 
de sequenciação os produtos da reacção foram purificados por filtragem em colunas 
Sephadex DyeEx 2.0 (Qiagen, CA, USA) e 20 uL da solução purificada foi analisada 
por electroforese capilar num sequenciador automático ABI 3130 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).   
As amostras da população Portuguesa com ferritinas normais foram sequenciadas 
para os exões 2 e 4 do gene HFE, tendo em vista a pesquisa das mutações c.845G>A 
(p.C282Y), c.187C>G (p.H63D) e c.193A>T (p.S65C). 
 
2.4 – Análise estatística 
 
Para a análise estatística dos dados obtidos na genotipagem recorreu-se ao 
programa PLINK (Purcell et al. 2007) para: cálculos de frequências alélicas, análise da 
adequação ao equilíbrio de Hardy-Weinberg (teste exato de Fisher), análise da 
associação alélica e haplotípica à sobrecarga de ferro (modelo caso-controlo) (teste chi-
quadrado de Pearson; valores de Odds Ratio; IC 95%) e cálculo de valores de 
desequilíbrio gamético (r
2
). 
O programa Arlequin v.3.11 (Excoffier et al., 2005) foi utilizado na inferência de 
haplótipos para cada amostra através do algoritmo ELB (Excoffier-Laval-Balding) 
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(Excoffier et al., 2003), bem como no cálculo de frequências haplotípicas e 
heterozigotias e comparação da diversidade genética entre populações (teste exato). 
O programa NETWORK 4.6.11 foi utilizado para construção de networks de 
haplótipos recorrendo ao algoritmo median-joining (Bandelt et al., 1999). 
 
  
 
 
 
 
 
III. Resultados e Discussão 
Resultados e Discussão 2013 
 
21  
 
3.1 Genotipagem dos polimorfismos intragénicos e mutações comuns no gene HFE  
 
 
As Figuras seguintes mostram o resultado da genotipagem efetuada para os 
polimorfismos -1206G˃C / -467C˃G / IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C 
/ IVS5(-47)G>A / Poli-A+5 C˃T recorrendo a digestão com enzimas de restrição. 
 
 
 
Figura 4 – Genotipagem do polimorfismo -1206G˃C por digestão enzimática da 
enzima BbvI, com visualização do padrão de bandas em gel de agarose 2%; MW: 
marcador de 100 pb; A – amostra homozigótica CC; B – amostra heterozigótica CG, C 
– amostra homozigótica GG. 
 
 
 
Figura 5 - Genotipagem do polimorfismo -467 C˃G por digestão enzimática da enzima 
HpyCH4IV, visualizado em gel horizontal de policrilamida; MW: marcador de 100 pb; 
A – amostra homozigótica CC; B – amostra heterozigótica CG, C – amostra 
homozigótica GG. 
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Figura 6 - Genotipagem do polimorfismo IVS2(+4)T>C por digestão enzimática da 
enzima RsaI, visualizado em gel horizontal de policrilamida; MW: marcador de 100 pb; 
A – amostra não digerida; B – amostra homozigótica TT, C – amostra heterozigótica 
CT; D - amostra homozigótica CC. 
 
 
Figura 7 - Genotipagem do polimorfismo IVS4(+48)G>A por digestão enzimática da 
enzima MseI, visualizado em gel horizontal de policrilamida; MW: marcador de 100 pb; 
A – amostra homozigótica GG; B – amostra heterozigótica GA, C – amostra 
homozigótica AA.  
 
 
Figura 8 - Genotipagem do polimorfismo IVS4(-44)T>C por digestão enzimática da 
enzima HaeIII, visualizado em gel horizontal de policrilamida; MW: marcador de 100 
pb; A – amostra heterozigótica CT; B/C – amostra homozigótica TT, D – amostra 
homozigótica CC. 
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Figura 9 - Genotipagem do polimorfismo IVS5(-47)G>A por digestão enzimática da 
enzima NlaIV, visualizado em gel horizontal de policrilamida; MW: marcador de 100 
pb; A – amostra homozigótica GG; B – amostra homozigótica AA, C – amostra 
heterozigótica AG. 
 
 
Figura 10 - Genotipagem do polimorfismo Poli-A+5 C˃T por digestão enzimática da 
enzima RsaI, visualizado em gel horizontal de policrilamida; MW: Marcador de 100 pb; 
A – amostra homozigótica TT; B – amostra heterozigótica TC, C – amostra 
homozigótica CC. 
 
 
 
A Figura 11 mostra o resultado da sequenciação do exão 2 do gene HFE num 
indivíduo heterozigótico para a mutação c.187C˃G (p.H63D) e em indivíduos 
heterozigóticos para o polimorfismo IVS2(+4)T>C. 
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Figura 11 – Sequenciação no exão 2 : A - sequenciação num indivíduo heterozigótico 
para a mutação c.187C˃G (p.H63D); B - sequenciação num indivíduo heterozigótico 
para o polimorfismo IVS2(+4)T>C. 
 
3.2 Análise da diversidade haplotípica associada às mutações comuns do gene 
HFE. 
 
Com o objetivo de verificar se a população Portuguesa apresenta o mesmo perfil 
haplotípico associado às mutações comuns do gene HFE p.C282Y, p.H63D e p.S65C 
descritos para outras populações Europeias e não-Europeias, procedeu-se à análise da 
diversidade haplotípica num total de 151 amostras de indivíduos com as mutações no 
gene HFE e em amostras de indivíduos sem mutações HFE.  
Foram analisadas amostras de indivíduos homozigóticos p.C282Y (n=11), 
heterozigóticos p.C282Y (n=19), homozigóticos p.H63D (n=20), heterozigóticos 
p.H63D (n=34), heterozigóticos compostos p.C282Y/p.H63D (n=17), heterozigóticos 
p.S65C (n=6), heterozigóticos compostos p.S65C/p.H63D (n=3) e indivíduos sem 
mutações comuns HFE (n=41).  
A Tabela 8 mostra os diferentes haplótipos determinados por inferência estatística 
para cada uma das amostras estudadas para os sete polimorfismos intragénicos do gene 
HFE: -1206G˃C / -467 C˃G / IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-
47)G>A / Poli-A+5 C˃T. A distribuição dos haplótipos nas mutações e nos 
cromossomas normais pode ser observada também na Figura 12, onde está ilustrada 
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graficamente a percentagem de cada haplótipo em cromossomas mutados e em 
cromossomas normais. 
Apesar de terem sido estudados indivíduos heterozigóticos compostos para duas 
mutações comuns (p.C282Y/p.H63D e p.S65C/p.H63D), nenhuma das mutações foi 
inferida como estando presente no mesmo cromossoma, o que está de acordo com os 
resultados previamente publicados. 
A existência de mais de um haplótipo associado a cada uma das mutações fica a 
dever-se aos polimorfismos na zona promotora 5’UTR do gene HFE e na região 3’ – 
UTR do gene HFE. 
A Figura 13 mostra a rede de haplótipos obtida entre cromossomas normais (sem 
qualquer uma das três mutações comuns HFE) e os cromossomas associados às 
mutações comuns HFE, ilustrando as possibilidades para a origem das mutações 
comuns HFE c.187C˃G (p.H63D), c.193A˃T (p.S65C) e c.845G>A (p.C282Y).  
 
3.2.1 Cromossomas com a mutação p.C282Y 
 
Nos 58 cromossomas analisados no nosso estudo com a mutação p.C282Y para os 
sete SNPs intragénicos HFE [-1206G˃C / -467C˃G / IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / 
IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A / Poli-A+5 C˃T] observou-se o alelo c.845A associado 
a dois haplótipos diferentes (Figura 12-A): um mais comum GCTGTGC (H1; Tabela 8), 
com uma frequência de 0,98, e um haplótipo raro CCTGTGC (H2; Tabela 8), com 
frequência de 0,02, encontrado apenas num cromossoma (1/58).  
Para a mutação p.C282Y, Yang et al. (2011), encontraram um  único haplótipo 
CTGTG para cinco dos sete polimorfismos estudados [-467C˃G / IVS2(+4)T>C / 
IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A]. Por sua vez, Mikhailova et al. 
(2010) estudaram três destes sete polimorfismos [IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / 
IVS5(-47)G>A] e, em concordância, encontraram o mesmo haplótipo TTG obtido por 
Yang et al. (2011) (nucleótidos sublinhados). Este haplótipo foi também o único 
encontrado no estudo de Beutler e West (1997) em amostras de origem Europeia.  
O haplótipo TTG foi também o único encontrado no nosso estudo considerando 
apenas os mesmos três polimorfismos [IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A] 
(H1, H2; Tabela 8), o que aponta para uma origem comum e única desta mutação nas 
populações Europeias.  
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Tabela 8 - Haplótipos definidos pelos polimorfismos -1206G˃C / -467C˃G / 
IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A / Poli-A+5 C˃T 
associados às mutações mais comuns no gene HFE (p.C282Y, p.H63D e p.S65C) e a 
cromossomas normais na população portuguesa num total de 302 cromossomas. 
 
 
 
 
 
 
 
ID Haplótipos 
rs1800562 
c.845G˃A 
(P.C282Y) 
(n=58) 
rs1799945 
c.187C˃G 
(p.H63D) 
(n=94) 
rs1800730 
c.193A˃T 
(p.S65C) 
(n=9) 
Cromossomas 
Normais 
(n=141) 
H1 GCTGTGC 0,98 (n=57)  - 0,130 (n=19) 
H2 CCTGTGC 0,02 (n=1) - - 0,060 (n=9) 
H3 GCCGTAC - 0,51 (n=48) - - 
H4 CGCGTAC - 0,26 (n=24) - 0,080 (n=11) 
H5 GGCGTAC - 0,03 (n=3) - - 
H6 CCCGTAC - 0,17 (n=16) - 0,021 (n=3) 
H7 CGCGTAT - 0,01 (n=1) - - 
H8 CCCGTGC - 0,02 (n=2) - 0,007 (n=1) 
H9 GCCGCAC - - 0,10 (n=1) 0,060 (n=8) 
H10 CCCGCAC - - 0,80 (n=7) 0,021 (n=3) 
H11 CGCGCAC - - 0,10 (n=1) - 
H12 GCTGTGT - - - 0,030 (n=4) 
H13 GCCGTGT - - - 0,007 (n=1) 
H14 CGTGTAT - - - 0,043 (n=6) 
H15 CGTATAC - - - 0,100 (n=14) 
H16 CGTGTGT - - - 0,240 (n=34) 
H17 GCTGTAC - - - 0,007 (n=1) 
H18 CGTGTAC - - - 0,050 (n=7) 
H19 CGTATGC - - - 0,014 (n=2) 
H20 CCTATAC - - - 0,007 (n=1) 
H21 CGCGCGC - - - 0,007 (n=1) 
H22 GGTGTGT - - - 0,007 (n=1) 
H23 CGTATAT - - - 0,014 (n=2) 
H24 CGTATGT - - - 0,030 (n=4) 
H25 CGTGTGC - - - 0,014 (n=2) 
H26 CGCGTGT - - - 0,040 (n=6) 
H27 CCTGTAC - - - 0,007 (n=1) 
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Figura 12 - Distribuição dos haplótipos associados a cada uma das mutações HFE e aos 
cromossomas normais. A: Frequência dos haplótipos na mutação p.C282Y; B: 
Frequência dos haplótipos na mutação p.H63D; C: Frequência dos haplótipos na 
mutação p.S65C; D: Frequência dos haplótipos nos cromossomas normais. 
 
No entanto, Rochette et al. (1999) ao estudar os mesmos três polimorfismos 
[IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A], encontraram associados à mutação 
p.C282Y, além do haplótipo comum TTG, também o haplótipo CTG, que não foi 
encontrado em populações Europeias, tendo sugerido uma origem adicional para a 
mutação p.C282Y na população Asiática do Sri Lanka. 
 O segundo haplótipo encontrado num único cromossoma na população Portuguesa, 
CCTGTGC (H2; Tabela 8), poderá ficar a dever-se a um evento mutacional no 
polimorfismo da região 5’-UTR -1206G˃C, no haplótipo original da mutação 
c.845G>A, GCTGTGC (H1; Tabela 8). Eventos de recombinação que poderiam estar na 
origem deste segundo haplótipo são uma possibilidade reduzida uma vez que não têm 
sido observados nesta região genómica (Feder et al., 1996). Uma explicação alternativa 
A B C 
D 
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é que este haplótipo raro associado à mutação p.C282Y tenha surgido por mutação 
recorrente c.845G˃A no haplótipo CCTGTGC (H2; Tabela 8) em cromossomas 
normais. 
Assim, os dados haplotípicos obtidos nos vários estudos realizados nas diferentes 
populações Europeias, nomeadamente de origem Portuguesa (presente estudo), Francesa 
(Yang et al., 2011), Russa (Mikhailova et al., 2010) e Norte-Americana (Beutler e 
West, 1997) sugerem que a mutação p.C282Y tem uma origem única comum, 
provavelmente no Norte da Europa na medida em que esta mutação é mais frequente 
nas populações Nórdicas (Tabela 2). De acordo com diversos estudos populacionais, é 
comummente aceite que esta mutação teve origem Celta ou Viking, há 60-70 gerações 
atrás, que depois se espalhou pela Europa através das migrações destes povos 
(Whittington, 2006; Lucotte e Dieterlen 2003). 
 
       3.2.2 Cromossomas com a mutação p.H63D 
 
A mutação p.H63D foi encontrada associada a seis haplótipos diferentes na 
população Portuguesa, considerando os sete SNPs intragénicos HFE estudados (Figura 
12-B): três haplótipos comuns GCCGTAC (0,51), CGCGTAC (0,26) e CCCGTAC 
(0,17) (H3,H4 e H6, respetivamente; Tabela 8), e três haplótipos raros, GGCGTAC 
(0,03), CGCGTAT (0,01) e CCCGTGC (0,02) (H5,H7 e H8, respetivamente; Tabela 8). 
Mikhailova et al. (2010),  Beutler e West (1997) e Dhillon et al. (2012),  
encontraram um único haplótipo CTA associado a esta mutação para os três 
polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A. Na população por nós 
estudada foram encontrados associados à mutação p.H63D dois haplótipos, CTA e 
CTG, para estes mesmos três polimorfismos. 
Por outro lado, Yang et al. (2011), para os cinco polimorfismos -467C˃G / 
IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A, encontraram a 
mutação p.H63D associada a dois haplótipos CCGTA (0,093) e GCGTA (0,011), que 
inclui o mesmo haplótipo CTA previamente descrito por Mikhailova et al. (2010) e 
Beutler e West (1997) (nucleótidos sublinhados).  
No nosso estudo, e se considerarmos os mesmos polimorfismos, foram inferidos 
três haplótipos: CCGTA (H3, H6; Tabela 8) (0,51+0,17), GCGTA (H4; Tabela 8) (0,26) 
e CCGTG (H8; Tabela 8) (0,02), os dois primeiros descritos por Yang et al. (2011) e o 
terceiro haplótipo CCGTG (que inclui o haplótipo CTG atrás referido), que não foi 
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ainda previamente descrito em cromossomas com esta mutação noutras populações 
Europeias. No entanto, o estudo de Rochette et al. (1999) descreveu associado à 
mutação p.H63D na população Asiática três haplótipos diferentes TTG, TTA e CTG, 
sugerindo que a mutação p.H63D ocorreu mais do que uma vez nessa população.   
 
Relativamente aos nossos dados, a network de haplótipos da Figura 13 sugere que a 
mutação c.187C˃G (p.H63D) terá tido origem no haplótipo CGCGTAC (H4; Tabela 8), 
originando o haplótipo mutado descrito como o segundo mais comum na população 
Portuguesa. Todavia a relação de haplótipos evidenciada não exclui a possibilidade de 
haver uma mutação recorrente c.187C˃G (p.H63D) no haplótipo CCCGTAC (H6; 
Tabela 8).  
O haplótipo novo CCCGTGC (H8; Tabela 8) (atrás referido CTG) descrito na 
população Portuguesa difere dos previamente descritos apenas no alelo IVS5(-47)G 
(sublinhado no haplótipo), o que sugere que o novo haplótipo poderá ter surgido por 
mutação recorrente  IVS5(-47)A>G num haplótipo mutado p.H63D CCCGTAC (o 
terceiro mais comum na população Portuguesa, (H6; Tabela 8), como também é 
evidenciado na Figura 12. Não podemos excluir todavia a possibilidade de uma mutação 
recorrente c.187C˃G no haplótipo CCCGTGC (H8; Tabela 8) dos cromossomas 
normais. 
 
       3.2.3 Cromossomas com a mutação S65C 
 
A mutação p.S65C foi encontrada na população Portuguesa associada a três 
haplótipos para os sete SNPs intragénicos HFE (Figura 12-C): um haplótipo comum 
CCCGCAC (0,80) e dois haplótipos mais raros CGCGCAC (0,10) e GCCGCAC (0,10) 
(H10, H11 e H9, respetivamente; Tabela 8).  
A rede de haplótipos da Figura 13, sugere que a mutação c.193A˃T (p.S65C) 
surgiu no haplótipo CCCGCAC em cromossomas normais (H10; Tabela 8), a partir do 
qual se originaram os dois haplótipos menos comuns provavelmente por mutação nos 
dois SNPs da região promotora. 
Para a mutação p.S65C, Mikhailova et al. (2010) encontraram o haplótipo CCA 
para os três polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A, o mesmo 
haplótipo que foi encontrado nos cromossomas de origem Portuguesa. O estudo de 
Yang et al. (2011) refere a existência de um haplótipo diferente CCGTA com os cinco 
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polimorfismos -467C˃G / IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-
47)G>A (ou CTA considerando apenas os três polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-
44)T>C / IVS5(-47)G>A), que não foi encontrado na população Portuguesa nem na 
população Russa. Este resultado sugere que a mutação p.S65C presente na população 
Portuguesa tem uma origem em comum com a população Russa mas não com a 
população Francesa (Bretanha) estudada por Yang et al. (2011). 
 
      3.2.4 Haplótipos nos cromossomas normais 
 
Na população Portuguesa, foram encontrados 23 haplótipos diferentes nos 
cromossomas normais, sendo os mais frequentes, os haplótipos CGTGTGT (0,24) e 
GCTGTGC (0,13) (H16 e H1, respetivamente; Tabela 8; Figura 12-D). Estes resultados 
são semelhantes aos obtidos por Yang et al. (2011), com os haplótipos mais frequentes 
GTGTG (0,25) e CTGTG (0,17), considerando os cinco polimorfismos -467C˃G / 
IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A.  
No estudo de Beutler e West (1997) foram encontrados sete haplótipos diferentes 
considerando os três polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A, 
sendo os mais frequentes TTG (0,329), TTA (0,114) e CTA (0,100), e os menos 
frequentes TCA (0,029), CTG (0,071), CCG (0,014) e CCA ( 0,086).  Resultados 
semelhantes são encontrados no presente estudo. 
Dhillon et al. (2012), no seu estudo na população Indiana, considerando os três 
polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A, obteve resultados 
semelhantes a Beutler e West (1997), ou seja, foram encontrados sete haplótipos 
diferentes. No entanto, Dhillon et al. (2012) obtiveram como haplótipos mais frequentes 
TTG (0,249), TTA (0,182), CTA (0,119) e CCA (0,101), e menos frequentes, os 
haplótipos TCA (0,037), CTG (0,021), CCG (0,060) e TCG (0,029). O haplótipo TCG 
não foi encontrado nem no nosso estudo nem nos estudo anteriormente discutidos. 
O network de haplótipos evidenciado na Figura 13 reflete a maior antiguidade dos 
cromossomas normais relativamente aos cromossomas mutados p.C282Y, p.H63D e 
p.S65C, sugerindo o haplótipo CGCATGGTGT, o mais frequentemente observado nos 
cromossomas normais (0,24) (H16; Tabela 8; Figura 12-D), como o haplótipo original. 
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Figura 13 -  Network de haplótipos definidos pelos polimorfismos intragénicos HFE de 
acordo com a sequência -1206G˃C / -467 C˃G / c.187C˃G (H63D) / c.193A˃T (S65C) 
/ IVS2(+4)T>C / c.845G˃A (p.C282Y) /  IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-
47)G>A / Poli-A+5 C˃T, mostrando as relações entre os diferentes haplótipos 
encontrados nos cromossomas normais (a amarelo) e nos cromossomas com as 
mutações p.C282Y (rosa), p.H63D (azul) e p.S65C (verde). 
 
      3.2.5 Antiguidade relativa das mutações p.C282Y, p.H63D e p.S65C  
 
Na Tabela 8, é possível observar uma estatística sumário dos haplótipos inferidos 
para a população Portuguesa. Na amostra total de 151 indivíduos observou-se um total 
de 34 haplótipos diferentes, dos quais dois associados à mutação p.C282Y, seis 
associados à mutação p.H63D, três associados à mutação p.S65C e 23 associados aos 
cromossomas normais. Os cromossomas normais apresentam a maior diversidade 
haplotípica (0,26) podendo ser por isso considerados os mais antigos (Tabela 9). Por 
outro lado, o haplótipo mais comum nos cromossomas normais tem uma frequência de 
0,24, o que é reflexo também da sua maior antiguidade (Tabela 9). 
Os cromossomas associados à mutação p.C282Y estão representados por um único 
haplótipo predominante (0,982) e uma pequena diversidade haplotípica (0,003) o que 
significa que a mutação c.845G>A é muito recente de tal modo que não houve tempo 
para que eventos mutacionais ocorressem nas sequências adjacentes de modo a 
aumentar a heterogeneidade haplotípica (Tabela 9). Por sua vez, os cromossomas 
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associados à mutação p.H63D mostram maior diversidade haplotípica (0,099) e o 
haplótipo predominante onde terá ocorrido a mutação c.187C>G mostra uma frequência 
menos elevada (0,51) (Tabela 9). Isto significa que existiu tempo suficiente para a 
acumulação de diversidade intra-génica provavelmente através de eventos mutacionais 
gerando maior diversidade haplotípica. Para a mutação p.S65C, e com a reserva de 
estarmos perante resultados obtidos a partir de apenas nove cromossomas, a diversidade 
haplotípica situa-se entre os níveis observados para p.C282Y e p.H63D (H=0,044; 
P=0,777). Neste sentido, a heterogeneidade haplotípica observada para cada uma das 
mutações (Tabela 9), sugere uma maior antiguidade da mutação p.H63D em 
comparação com p.S65C, sendo a mutação p.C282Y a mais recente. 
 
Tabela 9 - Resumo dos dados haplotípicos relativos a cada uma das mutações HFE 
(p.C282Y, p.H63D e p.S65C) e aos cromossomas normais (WT). 
 
Cr N cr N hap Het P 
p.C282Y 58 2 0,0034 0,982 
p.H63D 94 6 0,099 0,510 
p.S65C 9 3 0,044 0,777 
WT 141 23 0,260 0,241 
                  Cr: número total de cromossomas; N hap: número de haplótipos; 
                  H: Diversidade haplotípica; P: Frequência do haplótipo mais comum; 
                  WT: cromossomas normais. 
 
 
3.3 Genética populacional dos polimorfismos do gene HFE em indivíduos de 
naturalidade Africana e Portuguesa.  
 
 Neste trabalho foram analisadas 21 amostras aleatórias de indivíduos normais (com 
ferritinas <100 ng/mL) e 27 amostras de indivíduos de origem Africana naturais da 
República da Guiné. A Tabela 10, mostra as frequências alélicas e valores de 
heterozigotia obtidas nas duas amostras populacionais de origem Europeia e Africana 
(Guiné).  
 Na amostra populacional de indivíduos de naturalidade Portuguesa, 
maioritariamente da região centro, foi encontrada a mutação p.H63D em heterozigotia 
em sete indivíduos e em homozigotia num único indivíduo, atingindo uma frequência de 
20% na população (Tabela 10), um valor semelhante ao encontrado noutros estudos 
realizados na população Portuguesa (Bento et al., 2000).  
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 Embora se encontrem descritas mutações no gene HFE em populações de origem 
Africana, estas têm vindo a ser consideradas como influxo das populações de origem 
Europeia que colonizaram essas regiões geográficas (Barton e Acton, 2001; Martins et 
al., 2005). Neste estudo não foi encontrada qualquer uma das mutações comuns 
p.H63D, p.S65C e p.C282Y na amostra populacional Africana (n=27), o que é 
consistente com a hipótese de que estas mutações têm origem Europeia.  
 Os polimorfismos -1206G˃C, IVS2(+4)T>C,  IVS4(+48)G>A, IVS4(-44)T>C e  
Poli-A+5 C˃T, mostram uma distribuição de frequências semelhante nas duas 
populações, enquanto que os polimorfismos  -467C˃G e IVS5(-47)G>A apresentam a 
distribuição de frequências alélicas inversa nas duas populações (Tabela 10). Em 
conformidade com estes valores, o teste exato de diferenciação com base nas 
frequências alélicas (incluindo a mutação p.H63D) entre as duas populações mostra 
valor p significativo (p<0,001). Este resultado mostra que as populações são diferentes 
em termos genéticos para o conjunto destes polimorfismos, o que está de acordo com o 
padrão da diversidade genética observado para a generalidade dos polimorfismos 
genéticos. 
Na análise haplotípica, foram encontrados 15 haplótipos diferentes na população 
Portuguesa sem hemocromatose, e 16 haplótipos na população Africana. Oito 
haplótipos são comuns às duas populações, embora com uma distribuição de 
frequências muito diferente entre as duas para alguns deles (Tabela 11).   
A diversidade haplotípica é ligeiramente superior na população Portuguesa (0,288) 
em relação à Africana (0,230), o que não está de acordo com o padrão de diversidade 
genética entre populações Africanas e Europeias para a maioria dos polimorfismos 
genéticos.
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Tabela 10: Frequências alélicas observadas para os polimorfismos estudados no gene HFE, numa amostra populacional da região centro de 
Portugal (n=21) e de uma amostra populacional de origem Africana (República da Guiné) (n=27). 
 
 -1206 
G˃C 
 
-467 
C˃G 
c.187 
C˃G 
(p.H63D) 
c.193 
A˃T 
(p.S65C) 
IVS2(+4) 
T˃C 
c.845 
G˃A 
(p.C282Y) 
IVS4(+48) 
G˃A 
 
IVS4(-44) 
T˃C 
IVS5(-
47) 
G˃A 
Poli-A+5 
C˃T 
Portugal 
Alelos 
C:0,75 
G:0,25 
C:0,56 
G:0,44 
C:0,80 
G:0,20 
A:1,00 
- 
T:0,66 
C:0,34 
G:1,00 
- 
G:0,89 
A:0,11 
T:0,93 
C:0,07 
G:0,55 
A:0,45 
C:0,77 
T:0,23 
p 0,27 1,00 1,00 - 0,65 - 0,22 1,00 0,38 1,00 
Ho 0,50 0,50 0,32 - 0,41 - 0,14 0,14 0,64 0,36 
He 0,38 0,53 0,36 - 0,49 - 0,24 0,17 0,53 0,39 
República 
da Guiné 
Alelos 
C:0,81 
G:0,19 
C:0,22 
G:0,78 
C:1,0 
- 
A:1,00 
- 
T:0,57 
C:0,43 
G:1,00 
- 
G:0,81 
A:0,19 
T:0,80 
C:0,20 
G:0,24 
A:0,76 
C:0,93 
T:0,07 
p 0,54 0,29 - - 0,69 - 1,00 0,55 1,00 1,00 
Ho 0,37 0,44 - - 0,55 - 0,29 0,40 0,40 0,15 
He 0,34 0,38 - - 0,49 - 0,33 0,36 0,40 0,17 
p: Equilíbrio de Hardy-Weinberg; Ho: Heterozigotia observada; He: Heterozigotia esperada. 
 
 
SNP 
Pop 
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Tabela 11 - Frequências haplotípicas relativas ao polimorfismos -1206G˃C / -467C˃G/ 
c.187C˃G (H63D) / IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A / 
Poli-A+5 C˃T nas populações Portuguesa e Africana.  
Haplótipos  
Portugal 
(n=21) 
Africa 
(n=27) 
CCCTGTGC  0,14  
GCCTGTGC  0,11  
GCCTGTGT  0,02  
CGCTATAC  0,09 0,18 
CCGCGTAC  0,14  
CGCCGTAC  0,07 0,16 
CGCTGTGT  0,20 0,04 
GCCCGCAC  0,05 0,09 
CCCCGCAC  0,02 0,04 
GCGCGTAC  0,05  
CGCTGTGC  0,02 0,15 
CGCTGTAC  0,02 0,12 
CCCTGTAC  0,02  
CGCTATGC  0,02  
GCGCGTGC  0,02  
GGCCGCAC   0,02 
GCCTGCAC   0,02 
GGCTGTGC   0,02 
CGCCGTGC   0,02 
CCCCGTAC   0,02 
GCCCGTAC   0,04 
CGCCGCAC   0,04 
CCCTGTGT   0,02 
CGCTGTAT   0,02 
Diversidade 
haplotípica 
 
 
0,288 0,230 
 
 
3.4 Análise da associação dos polimorfismos intragénicos HFE à sobrecarga de 
ferro. 
 
Foi analisada a associação dos polimorfismos intragénicos do gene HFE com os 
níveis de ferritina estimados em 84 indivíduos. Foram estudados dois grupos de 
indivíduos: um grupo controlo de 21 indivíduos adultos (sexos masculino n=8, feminino 
n=13), com ferritinas inferiores a 100 ng/ml; e um grupo de 63 indivíduos adultos 
(sexos masculino n=47, feminino n=16), com hemocromatose não associada à mutação 
p.C282Y (foram excluídos os indivíduos com a mutação p.C282Y), e níveis de ferritina 
superiores a 300 ng/mL.  
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No estudo caso-controlo observam-se valores estatisticamente significativos para as 
substituições IVS2(+4)T>C (OR 2,94; p=0,003),  IVS5(-47)G>A (OR 2,94; p=0,002) e 
c.187C˃G (p.H63D) (OR 2,75; p=0,012) (Tabela 12), mostrando que os alelos 
IVS2(+4)C, IVS5(-47)A e c.187G se encontram significativamente associados à 
sobrecarga de ferro. Por sua vez, o polimorfismo na região promotora -467C>G mostra 
um valor de OR 1,85 (p=0,09), revelando o alelo -467G moderadamente associado à 
sobrecarga de ferro.  
Estes resultados são semelhantes aos previamente descritos por Yang et al. (2011) 
para os polimorfismos IVS5(-47)G>A e -467C>G. Relativamente à mutação p.H63D os 
dados obtidos confirmam a associação moderada à sobrecarga de ferro como descrito 
em outro estudo (Yang et al., 2011). 
 
Tabela 12 - Associação dos polimorfismos HFE aos níveis de ferritina, mostrando a 
distribuição alélica dos polimorfismos numa população controlo (ferritinas ≤100 
ng/mL) e numa população com sobrecarga de ferro (ferritinas >300 ng/mL) que não 
inclui os indivíduos com mutações p.C282Y. 
 
 
SNPs 
 
Alelos 
 
Distribuição fenotípica OR (95% IC) 
Casos 
(N=63) 
Controlo 
(N=22) 
Casos vs. 
Controlo 
-1206G˃C 
rs1800702 
G 
C 
0,36 
0,64 
0,26 
0,74 
1,56 (0,72-3,41) 
p = 0,256 
-467C˃G 
rs2794720 
C 
G 
0,44 
0,56 
0,60 
0,40 
0,54 (0,27-1,11) 
p = 0,090 
c.187C˃G 
(p.H63D) 
rs1799945 
C 
G 
 
0,57 
0,43 
 
0,79 
0,21 
 
2,75(1,21-6,22) 
p =0,012 
c.193A˃T 
(p.S65C) 
rs1800730 
A 
T 
0,95 
0,05 
0 
0 
N.A. 
p =0,149 
IVS2(+4)T>C 
rs2071303 
T 
C 
0,38 
0,62 
0,64 
0,36 
0,34(0,17-0,71) 
p =0,003 
IVS4(+48)G>A 
rs1800758 
G 
A 
0,90 
0,10 
0,93 
0,07 
1,49(0,40-5,53) 
p =0,543 
IVS4(-44)T>C 
rs1800708 
T 
C 
0,90 
0,10 
0,93 
0,07 
1,49(0,40-5,53) 
p =0,543 
IVS5(-47)G>A 
rs1572982 
G 
A 
0,29 
0,71 
0,55 
0,45 
0,34(0,17-0,70) 
p =0,002 
Poli-A+5 C˃T 
rs12346 
C 
T 
0,78 
0,27 
0,77 
0,23 
1,18(0,52-2,66) 
p =0,685 
       p significativo (<0,05) a negrito; OR: odds ratio;  95% IC: intervalo de confiança 95%; 
      N.A.: não aplicável; Valores de OR relativos ao alelo minor. 
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O estudo haplotípico relativamente à sequência -1206G˃C / -467C˃G / c.187C˃G 
(p.H63D) / c.193A˃T (p.S65C) / IVS2(+4)T>C / c.845G˃A (p.C282Y) / 
IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A / Poli-A+5 C˃T, revelou três 
haplótipos significativamente associados aos níveis de ferritina: CCCATGGTGC 
(p=7,13x10
-5
), GCCATGGTGC (p=0,0081) e GCGACGGTAC (p=0,015). 
Os haplótipos CCCATGGTGC e GCCATGGTGC nos cromossomas normais, que 
incluem os alelos ancestrais IVS2(+4)T e IVS5(-47)G (sublinhados nos haplótipos) dos 
SNPs significativamente associados aos níveis de ferritina, têm frequências aumentados 
no grupo controlo (0,162 e 0,155, respetivamente) relativamente ao grupo afetado 
(0,008 e 0,035, respetivamente) o que mostra que estes haplótipos têm um efeito 
protetor no que respeita à sobrecarga de ferro. Resultado idêntico foi encontrado por 
Yang et al. (2011) para o haplótipo com os mesmos alelos normais IVS2(+4)T e IVS5(-
47)G.  
Por sua vez, o haplótipo GCGACGGTAC, com a mutação c.187C˃G (p.H63D) 
(sublinhada no haplótipo), tem frequência mais elevada no grupo afetado (0,241) 
relativamente ao grupo controlo (0,066) mostrando estar moderadamente associado ao 
risco de sobrecarga de ferro. 
Os dados de Yang et al. (2011) mostraram para os polimorfismos -467C˃G / 
c.187C˃G (p.H63D) / c.193A˃T (p.S65C) / IVS2(+4)T>C / c.845G˃A (p.C282Y) / 
IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A o haplótipo GCATGGTA com os 
alelos de risco -467G e IVS5(-47)A (sublinhados no haplótipo) moderadamente 
associados ao risco de sobrecarga de ferro (p=0,083). Todavia no nosso estudo [-
1206G˃C / -467C˃G / c.187C˃G (p.H63D) / c.193A˃T (p.S65C) / IVS2(+4)T>C / 
c.845G˃A (p.C282Y) / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A / Poli-A+5 
C˃T] não foi possível confirmar esta associação para os haplótipos CGCATGGTAT 
(p= 0,30) ou CGCATGGTAC (p =0,57). 
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 A Hemocromatose Hereditária associada ao gene HFE, é uma doença hereditária 
recessiva, que está presente em praticamente todos os países Europeus. No presente 
estudo foram analisados diversos polimorfismos intragénicos HFE,  -1206G˃C / -
467C˃G / IVS2(+4)T>C / IVS4(+48)G>A / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A / Poli-A+5 
C˃T, numa amostra populacional Portuguesa, tendo em vista obter os haplótipos 
associados às mutações comuns no gene HFE, p.C282Y, p.H63D e p.S65C, bem como 
os haplótipos nos cromossomas normais.  
Na população Portuguesa observou-se a presença de um haplótipo associado à 
mutação p.C282Y, TTG para os polimorfismos IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-
47)G>A, o mesmo descrito noutras populações Europeias. Este resultado permite 
concluir que, em Portugal, a principal mutação causadora de hemocromatose do tipo 
HFE tem uma origem comum às restantes mutações p.C282Y na Europa, e que tem 
vindo a ser sugerido ter ocorrido no Norte da Europa, nomeadamente em populações de 
origem Viking ou Celta. 
Para a mutação p.H63D, foram encontrados dois haplótipos para os polimorfismos 
IVS2(+4)T>C / IVS4(-44)T>C / IVS5(-47)G>A: um idêntico ao encontrado nas 
restantes populações Europeias (CTA) e um segundo observado pela primeira vez numa 
população de origem Europeia (CTG). O facto de ter sido encontrado um haplótipo 
diferente associado à mutação p.H63D, sugere que a mutação c.187C>G (p.H63D) pode 
ter ocorrido uma segunda vez (mutação recorrente) na amostra populacional Portuguesa.   
A mutação p.S65C foi encontrada associada a um haplótipo único CCA, 
semelhante ao encontrado na população Russa mas diferente do haplótipo CTA 
encontrado numa amostra populacional Francesa (Bretanha). 
 Não foi encontrada qualquer uma das mutações comuns p.H63D, p.S65C e 
p.C282Y numa amostra populacional estudada de origem Africana (Guiné) (n=27). Os 
polimorfismos intragénicos estudados numa população Africana e numa amostra 
populacional Portuguesa de indivíduos normais (n=21) mostram uma distribuição de 
frequências semelhante, à exceção dos polimorfismos  -467C˃G e IVS5(-47)G>A que 
apresentam distribuição de frequências alélicas inversa (Tabela 10). O teste exato de 
diferenciação entre as duas populações com base nas frequências alélicas (incluindo a 
mutação p.H63D) mostra valor p significativo (p<0,001). 
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 No que diz respeito à análise da associação das mutações do gene HFE, 
polimorfismos intragénicos e haplótipos derivados com a sobrecarga de ferro,  
observou-se que os alelos IVS2(+4)C, IVS5(-47)A e a mutação c.187G (p.H63D) se 
encontram significativamente associados à sobrecarga de ferro. Por outro lado, observa-
se que os haplótipos CCCATGGTGC e GCCATGGTGC nos cromossomas normais, 
que incluem os alelos ancestrais IVS2(+4)T e IVS5(-47)G (sublinhados nos haplótipos), 
têm um efeito protetor relativamente à sobrecarga de ferro, e o haplótipo 
GCGACGGTAC, com a mutação c.187C˃G (p.H63D) (sublinhada no haplótipo), está 
associado ao aumento da sobrecarga de ferro.  
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